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Cas9 - S ponovitvami CRISPR povezani proteini 
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DNMTS - DNA metiltransferaze 
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HDR- Direktno popravljanje z rekombinacijo 
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IVT – In vitro transkripcija 
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1 UVOD 
 
V diplomskem delu bom najprej predstavila metodo CRISPR-Cas9 in njeno uporabo v genski 
terapiji ljudi. Sledil bo kratek pregled zgodovine razvoja in uporabe metode, predvsem pa se 
bom osredotočila na praktične primere uporabe te metode ter preko njih predstavila etične 
pomisleke in zakonodajo uporabe sistema. Na koncu bom vključila tudi svoje mnenje ter 
opisala kakšna je lahko pričakovana prihodnost uporabe metode CRISPR-Cas9 v genski 
terapiji.  
 
Metoda CRISPR-Cas9 spada med tehnologije za urejanje genoma. Gre za nabor metod 
oziroma tehnologij za aplikacije, kot so pretvorba rakavih celic, da postanejo občutljive na 
potencialna zdravila, prikaz organiziranosti genskega materiala, izboljšanje kmetijsko 
pomembnih rastlin, ustvarjanje novih tarčnih mest za potencialna nova zdravila, tvorbo 
sintetičnih materialov in tvorbo biogoriv. Obstajajo še številna druga področja aplikacije (Hsu 
in sod., 2014). Obstaja ogromno bolezni, ki jih povzročajo mutacije enega ali več genov, a 
zanje ne obstaja zdravljenje. Z uporabo metode CRISPR-Cas9, bo to v prihodnosti mogoče 
(Tang in sod., 2017). 
 
Metoda CRISPR-Cas9 je uporabna, ker lahko z njeno pomočjo DNA zaporedje vstavimo, 
odstranimo ali spremenimo na kateremkoli mestu v genomu (Baumann, 2016). S tem je 
metoda CRISPR-Cas9 močno izboljšala našo sposobnost urejanja genomov različnih vrst, kot 
so vinska mušica, Caenorhabditis elegans, miš, navadna cebrica, podgana, sviloprejka in 
človek (Mei in sod., 2016). Sama modifikacija genoma poteka z uporabo sgRNA (enojno 
vodeča RNA), ki vodi protein Cas9 do tarčnega zaporedja, ki se nato modificira (Tang in sod., 
2017). Poleg CRISPR-Cas9 sistema poznamo še druge tehnike modificiranja genoma, kot so 
ZFN (cinkovi prsti nukleaze) in TALEN (efektor, podoben transkripcijskemu aktivatorju 
nukleaza). CRISPR-Cas9 je v primerjavi z njima hitrejši, cenejši in bolj učinkovit (Baumann, 
2016).  
 
 
2 SPREMINJANJE GENOMA 
 
Ko govorimo o genomskem modificiranju, gre predvsem za tarčne modifikacije genoma. 
Lahko spreminjamo njegove produkte (npr. transkripti) ali posredno njegove sestavne dele 
(Hsu in sod., 2014). Pri tem si pomagamo z biotehnološkimi postopki, kot so uporaba 
rekombinantne DNA, tarčno ciljanje genov ali gensko modificiranje z namenom dodajanja, 
izbrisa ali spremembe DNA (Personal genetics education project, 2019). Metod za urejanje 
genoma je več in obstajajo že nekaj let. Namen spreminjanje genoma je, da ga poljubno 
uredimo, zato spreminjanje genoma lahko z drugimi besedami poimenujemo tudi urejanje 
genoma. Primeri teh metod so umetni fuzijski proteini TALEN in ZFN. Gre za oblikovano 
DNA-vezavno domeno, ki je spojena na nespecifično nukleazno domeno iz FokI 
restrikcijskega mesta (Sander in Joung, 2014). V zadnjem času v ospredje čedalje bolj prihaja 
metoda CRISPR-Cas9 (Broad institute, 2019). 
 
Zgodnja urejanja genoma so bila omogočena z odkritjem endogenega celičnega 
popravljalnega mehanizma. Z njegovo pomočjo zamenjamo majhen del genoma živega 
organizma, katerega genom spreminjamo, z eksogeno donorsko DNA. Ta DNA mora imeti 
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konce homologne tarčnemu mestu. Izraz homologija pomeni, da gre za enakost oziroma 
podobnost, v našem primeru gre za ujemajoča zaporedja. V začetnem času urejanja genoma je 
do sprememb prišlo zaradi spontane homologne rekombinacije, ki pa je imela nizko 
učinkovitost ter je velikokrat povzročila nezaželene stranske učinke urejanja, ker je pogosteje 
prišlo do vgraditve eksogene DNA v naključne dele genoma, kot pa na želena mesta. Težavo 
so odpravili z ustvarjanjem dvoverižnih prelomov (DSB) z meganukleazami (Komor in sod., 
2017). Meganukleaze so inženirsko spremenjeni naravni restrikcijski encimi, ki imajo 
navadno dolgo prepoznavno DNA zaporedje, zato so dokaj specifični. Vežejo se na tarčno 
mesto in ga režejo (Sander in Joung, 2014). Tako se je razvila strategija neposrednega 
popravljanja prelomov z rekombinacijo (HDR), ki je povečala učinkovitost urejanja željenega 
genoma (Komor in sod., 2017). 
 
Če hočemo doseči idealno genomsko modificiranje, moramo izvesti spremembo genomskega 
lokusa z visoko učinkovitostjo in specifičnostjo ter pri tem dobiti čim manj ali nič nezaželenih 
stranskih produktov. Takim kriterijem vedno bolj ustreza metoda CRISPR-Cas9. Kljub temu 
se v raziskovalni skupnosti še vedno pojavlja potreba po razvoju novih orodij ter nadgradnji te 
metode (Komor in sod., 2017). 
 
Princip oziroma namen urejanja genoma je zdravljenje ali preprečevanje bolezni ter 
invalidnosti (The National academies of sciences, engineering and medicine, 2017). Trenutno 
se na kliničnem nivoju že razvijajo metode, ki omogočajo zdravljenje posameznika, brez da bi 
se uvedene spremembe genoma prenesle na potomstvo. To imenujemo tudi somatska terapija 
(Brokowski in Adli, 2018), o kateri bom več pisala v nadaljevanju. 
 
 
3 ZGODOVINA 
 
CRISPR gene je leta 1993 odkril znanstvenik Franscisco Mojica v arhejah, kasneje pa tudi v 
bakterijah. Preučeval jih je skozi celotna devetdeseta leta in tudi po letu 2000. Prišel je na 
idejo, da ta sistem služi kot del obrambnega mehanizma bakterij pred virusi. V maju 2005 je 
znanstvenik Alexander Bolotin odkril Cas9 in PAM (Broad institute, 2019). 
 
Philippe Horvath je s sodelavci marca 2007 eksperimentalno dokazal, da je CRISPR del 
pridobljenega imunskega sistema bakterij (Broad institute, 2019). S sistemsko analizo 
vmesnikov so ugotovili, da so le-ti ekstrakromosomalni in imajo fagni izvor. Vsa ta spoznanja 
so vodila do ugotovitve, da CRISPR geni predstavljajo imunski spomin in obrambni 
mehanizem ter posamezni vmesniki omogočajo obrambo proti bakteriofagni infekciji (Hsu in 
sod., 2014). 
 
Avgusta 2008 so raziskovalci začeli s programiranjem CRISPR in preučevanjem, kako 
CRISPR-Cas9 sistemi interferirajo s fagnimi elementi (Lander, 2016). To je omogočilo, da so 
biokemijsko karakterizirali in odkrili, da se vmesniki, izhajajoči iz faga, prepišejo v kratke 
RNA, ki jih označujemo crRNA (CRISPR RNA). Te nato usmerjajo proteine Cas do tarčne 
DNA (Broad institute, 2019). 
 
V decembru 2008 je Luciano Marraffini skupaj s sodelavcem Erikom Sontheimer-jem odkril, 
da je CRISPR-Cas9 restrikcijski kompleks, ki reže DNA in ne RNA, kot so menili na začetku 
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(Broad institute, 2019). Njuna objava je bila prva, ki je nakazovala, da bi lahko CRISPR-Cas9 
začeli uporabljati za urejanje genoma v heterolognih sistemih (Lander, 2016). 
 
Do samega odkritja tracrRNA (transaktivirajoča RNA) je prišlo kasneje, in sicer v letu 2011. 
Najprej so odkrili, da tracrRNA sodeluje pri procesiranju crRNA, nato pa, da je nujna v Cas9 
kompleksu, kjer reže DNA (Lander, 2016). 
 
Chapentier in Jeniffer Doudna sta pionirki v uporabi CRISPR-Cas9 sistema. Uporabili sta 
rekombinantno Cas9 (iz Streptococcus pyogenes, ki je bila izražena v Esherichia coli.), 
crRNA in tracrRNA, ki so bili prepisani in vitro. Dokazali sta, da lahko Cas9 reže DNA in 
vitro, da ga lahko programiramo z izbiro izdelane crRNA, da njegovi nukleazni domeni režeta 
nasprotni verigi in da sta tako crRNA kot tracrRNA potrebna za delovanje Cas9. Ključno pa 
je bilo odkritje, da lahko obe RNA delujeta, če ju spojimo skupaj v tako imenovano sgRNA 
(Lander, 2016). 
 
V letu 2013 so prvič objavili uporabo CRISPR-Cas9 za urejanje genoma človeških celic 
(Vidyasagar, 2018). Feng Zhang je bil eden izmed prvih, ki je usmeril razvoj CRISPR-Cas9 
za uporabo v človeških celicah in je uspešno razvil sisteme za urejanje genoma sesalskih 
celičnih linij (Lander, 2016). Zhang je z ekipo preoblikoval dva različna ortologa Cas9 (iz 
Sterptococcus thermophilus in Streptococcus pyogenes), s čimer so demonstrirali tarčna 
genomska rezanja v človeških in mišjih celicah. Prav tako so pokazali, da je lahko sistem 
programiran za ciljanje več genomskih mest hkrati (Broad institute, 2019). Prišlo je do 
odkritja popravljanja DSB z združevanjem nehomolognh koncev (NHEJ) in s HDR, s čimer je 
postalo urejanje genov mogoče. Od takrat naprej je CRISPR-Cas9 postal globalno poznan. V 
letu 2013 je CRISPR ''poletel'' v nebo. Vedno več je bilo zanimanja in uporabe CRISPR-Cas9 
v različnih organizmih. Prav tako se je povečalo znanstveno in komercialno zanimanje za 
potencialno aplikacijo v človeški medicini in v kmetijstvu (Lander, 2016). 
 
 
4 OPIS CRISPR-Cas9 
 
CRISPR ali gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev ter proteini Cas (s 
ponovitvami CRISPR povezani proteini) tvorijo kompleks imenovan CRISPR-Cas sistem, ki 
ima zelo velik potencial v genomskem inženiringu. Palindrom pomeni, da gre za zaporedje, ki 
se enako bere od spredaj in zadaj. Te kratke palindromne ponovitve bakterijskega izvora se 
bodo prekinjale z variabilnimi zaporedji, ki jim rečemo vmesniki in izvirajo iz invazivnih 
genskih elementov (Hsu in sod., 2014). CRISPR-Cas sistem, ki je pomemben del bakterijske 
pridobljene imunosti, je sestavljen iz Cas nukleaze in dveh individualnih RNA komponent – 
crRNA, ki jo lahko spreminjamo in stalne tracrRNA. S skupnim imenom RNA molekuli 
imenujemo gRNA (vodeča RNA) (Mei in sod., 2016). 
 
V namene tarčnega urejanja katerokoli genomske lokacije največkrat izkoriščamo CRISPR-
Cas9 sistem. Ta sistem uporablja bakterijsko endonukleazo Cas9 in kratko gRNA. Cas9 je 
eden izmed najbolj uporabljenih Cas proteinov. S tema dvema komponentama lahko na 
izbranem genskem lokusu izrežemo del DNA ter jo nadomestimo z želenim zaporedjem 
(Chakrabarti in sod., 2019). V naravi ta sistem najdemo pri bakterijah in nekaterih arhejah, 
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kjer velja za pridobljeni imunski obrambni sistem pred virusi (bakteriofagi) in drugimi 
invazivnimi genskimi elementi (Ran in sod., 2013). 
 
Bakterija oziroma arheja, ki koristi CRISPR-Cas sistem, že vsebuje lastna ponavljajoča 
palindromna zaporedja, ki se prekinjajo z variabilnimi zaporedji oziroma vmesniki, 
pridobljenimi pri vstopu invazivnega genskega elementa (Hsu in sod., 2014). Ko virus vstopi 
v bakterijsko celico, bo bakterija s svojimi proteini Cas1 in Cas2 odrezala del virusnega 
genetskega materiala ter ga vstavila v CRISPR lokus. Ta del virusnega genetskega materiala 
sedaj postane vmesnik lokusa CRISPR in služi kot spomin bakterije, ko pride do ponovnega 
vstopa enakega ali podobnega virusa (Synthego, 2018). Ob ponovnem vstopu virusa se nastali 
vmesnik nato prepiše v kratko RNA (pre-crRNA), ki je nato procesirana v crRNA (Hsu in 
sod., 2014). Vsaka crRNA vsebuje nukletotidno ponovitev in vmesno regijo (Vidyasagar, 
2018). Ta crRNA se bo skupaj s tracrRNA, zapis katere se tudi nahaja na lokusu CRISPR, 
povezala s proteinom Cas9. Usmerjala ga bo do tarčnega zaporedja, navadno 20 nukleotidov 
dolgega (Reis in sod., 2014) virusnega materiala, ki ga bo ta kompleks nato razrezal (Doudna 
in Charpentier, 2014). 
 
Do sedaj so bili v naravi odkriti trije tipi CRISPR mehanizmov, CRISPR tip I, II in III. 
Najbolj preučevan in uporabljen je tip II in tega najbolj izkoriščamo v namene urejanja 
genoma (Reis in sod., 2014). Pri tipu II je za rezanje tarčnega zaporedja potrebna uporaba 
samo enega proteina Cas in to je največkrat protein Cas9. Ostali sistemi za svoje delovanje 
potrebujejo večje število proteinov Cas (Peng in sod., 2015). 
 
Z odkritjem samega mehanizma delovanja naravnega CRISPR sistema so raziskovalci v njem 
našli potencial za urejanje genomov mikroorganizmov, živali in rastlin (Synthego, 2018). Ta 
naravni sistem so prilagodili tako, da so združili crRNA in tracrRNA ter dobili himero 
imenovano sgRNA (Chakrabarti in sod., 2019). sgRNA ima dve ključni lastnosti: sekvenco na 
5' mestu, ki določa DNA tarčno mesto s povezovanjem komplementarnih baz in dupleks RNA 
strukturo na 3' mestu, ki veže Cas9 (Doudna in Charpentier, 2014).  
 
Prilagojen sistem uporabimo za urejanje genoma po naslednjih korakih. Najprej pregledamo 
celoten genom z RNA vodeno Cas9 endonukleazo, da najdemo mesta, ki so komplementarna 
sgRNA. Nato bo endonukleaza rezala in ustvarila dvoverižni prelom. DSB bo aktiviral 
endogeni DNA popravljalni mehanizem, ki bo popravil te prelome (Chakrabarti in sod., 
2019). Možna sta dva tipa popravljanja; NHEJ ali HDR. Kateri tip popravljanja napak bo 
izbrala celica je odvisno od samega stanja celice in od prisotnosti popravljalne matrice (Tang 
in sod., 2017). 
 
4.1 NHEJ  
 
To pot uporabimo predvsem takrat, ko želimo ustvariti nefunkcionalen oziroma spremenjen 
protein. Pri tej poti bo prišlo do združevanja koncev brez potrebne donorske DNA. 
Združevanje je navadno natančno, razen v primeru, ko se konci med seboj ne ujemajo in 
posledično pride do vstavljanja ali izbrisa nukleotidov = indelov (Synthego, 2018). V 
primeru, da število odvzetih oziroma dodanih nukleotidov ni deljivo s 3, pride do premika 
bralnega okvira ter prezgodnje tvorbe stop kodona in s tem do spremembe originalne funkcije 
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gena (Ran in sod., 2013). Ta tip popravljanja DSB se uporablja predvsem pri raziskavah 
izbitja genov (Synthego, 2018).  
 
4.2 HDR 
 
HDR je alternativna pot popravljanja DNA. Čeprav se navadno pojavlja redkeje kot NHEJ, jo 
lahko izkoristimo, da ustvarimo natančne in definirane mutacije na tarčnem lokusu v 
prisotnosti donorske DNA (Ran in sod., 2013). Pri tej poti moramo poleg ostalih CRISPR-
Cas9 komponent v celico dodati tudi DNA z želenim zaporedjem. Celica bo s homologno 
rekombinacijo nato vnesla želeno spremembo na mestu preloma genoma. Ta pot se izvaja 
predvsem pri eksperimentih, kjer želimo tarčno zaporedje zamenjati z drugim zaporedjem 
(ang. knock-in študije), kar izkoriščamo pri aplikativni uporabi CRISPR-Cas9 sistema 
(Synthego, 2018). Kot DNA popravljalno matrico lahko uporabimo ssODN. Gre za 
enoverižni, okrog 90 nukleotidov dolg DNA oligonukleotid. ssODN vsebuje tarčno zaporedje, 
ki se nato na 5' in 3' koncu podaljša za vsaj 40 nukleotidov (Mei in sod., 2016). Druga 
možnost je vstavitev dvoverižne DNA donorske molekule, ki ima prav tako na robovih 
homologne dele (Ran in sod., 2013).  
 
Sama izbira poti je določena s celičnim ciklom, v katerem se celica nahaja. Predvsem je 
NHEJ pot onemogočena v G1, G2 in S fazi, medtem ko je HDR precej aktivna in prevladuje v 
S in G2 fazi. Če bomo onemogočili NHEJ, lahko to izboljša frekvenco in učinkovitost HDR 
(Mei in sod., 2016). 
 
 
5 SESTAVNI DELI CRISPR-Cas9 
 
Izmed vseh tipov CRISPR sistema je tip II sistem najbolj preprost. Sistem je sestavljen iz 
CRISPR lokusa, štirih protein kodirajočih genov (cas9, cas1, cas2 in cns2) in tracrRNA 
regije. CRISPR lokus vsebuje ponavljajoče se regije, ki so ločene z vmesnimi regijami. Cas9 
kodira protein nukleazo, ki reže DNA, medtem ko geni cas1, cas2 in cns2 kodirajo proteine, 
ki sodelujejo pri vzpostavitvi imunosti ob prvem vstopu invazivnega genetskega materiala 
(Lander, 2016). CRISPR regija in tracrRNA se prepišeta, nato nastaneta dolga pre-cRNA in 
tracrRNA. Ti dve RNA se povežeta v kompleks in procesirata v krajše oblike s pomočjo Cas9 
in RNA-aze III (Rath, 2015). 
 
Ta naravni proces omogoča nastanek kompleksa, sestavljenega iz Cas9, tracrRNA in crRNA, 
kar sproži iskanje tarčnega zaporedja, ki je enak vmesniku. Kompleks se veže nanj ob 
prisotnosti PAM, ki deluje kot oprijemališče za kompleks, Cas9 pa nato reže 3 nukleotide 
navzgor od PAM (Jiang in Doudna, 2017). Podobno poteka pri metodah urejanja genoma, le 
da v tem primeru predhodno ustvarimo sgRNA z združitvijo crRNA in tracrRNA. Pri 
metodah urejanja genoma navadno koristimo protein Cas9, v naravi pa sodelujejo še drugi 
proteini Cas (Lander, 2016). 
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5.1 RNA 
 
CRISPR-Cas9 sistem je sestavljen iz dveh glavnih komponent. Ena izmed njih je gRNA, ki 
bo vodila Cas9 do tarčnega zaporedja DNA (Synthego, 2018). Najpogosteje uporabljene 
gRNA imajo dolžino približno 100 nukleotidov (Sander in Joung, 2014). 
 
5.2 PROTEIN Cas9 
 
Ključni sestavni del CRISPR-Cas sistema so proteini Cas. V diplomskem delu se bom 
osredotočila na protein Cas9, ker se tega najpogosteje uporablja. Navadno ga pridobimo na 
dva načina, in sicer iz Cas9 ekspresijskega plazmida ali iz Cas9 mRNA. Tvori se 
funkcionalen protein Cas9, ki nam ustvarja DSB na želenih mestih (Tang in sod., 2017).  
 
Proteini Cas se med seboj razlikujejo po dolžini proteina, vendar imajo skupne strukturne 
domene. Vsebujejo RuvC in HNH nukleazno domeno ter domeno REC (Hsu in sod., 2014). 
RuvC domena leži na amino koncu, HNH nukleazna domena pa v sredinski regiji proteina. 
HNH domena reže komplementarno verigo tarčnega DNA zaporedja, medtem ko RuvC reže 
ne-komplementarno verigo (Reis in sod., 2014). 
 
Razlike med proteini Cas so navadno na račun variabilne ohranjenosti REC domene, ki se 
poveže z sgRNA in tarčno DNA (Hsu in sod., 2014). Proteini Cas so navadno veliki od 1100 
do 1350 AK (Reis in sod., 2014).  
 
5.2.1 Specifičnost Cas9 
 
Specifično tarčno mesto rezanja Cas9 je večinoma določeno z 20 nukleotidov dolgim 
zaporedjem znotraj sgRNA (Ran in sod., 2013), zato izbira sgRNA predstavlja ključni korak 
pri metodah urejanja genoma. Da zmanjšamo izven tarčno aktivnost delovanja Cas9, mora biti 
sgRNA visoko ujemajoča s tarčnim zaporedjem (Mei in sod., 2016). 
 
Zanimivo je, da podaljševanje sgRNA regije ne bo izboljšalo specifičnosti rezanja Cas9. Bilo 
je dokazano, da imajo v primerjavi z 20 nukleotidov dolgimi sgRNA, krajše molekule (17-18 
nukleotidov) večjo učinkovitost in manjši izven tarčni efekt (Komor in sod., 2017). Vseeno pa 
lahko sgRNA tolerira do 5 neujemanj med seboj in tarčnim zaporedjem, kar pomeni, da je 
vezava med DNA in sgRNA strukturno odvisna (Mei in sod., 2016). Raziskave so pokazale, 
da Cas9 tolerira neujemanja glede na število, pozicijo in distribucijo teh neujemanj. Na to, 
koliko neujemanj je dovoljeno med sgRNA in tarčnim zaporedjem, vpliva tudi količina 
encima. Več, kot je prisotnega Cas9 v celici, bolj tolerirana so neujemanja in večja je izven 
tarčna aktivnost. Iz tega razloga je pri uporabi boljša nižja koncentracija encima v celici, saj to 
izboljša tarčno delovanje sistema (Hsu in sod., 2014). 
 
5.2.2 Izven tarčno delovanje 
 
Izven tarčna mesta so zaporedja, ki se razlikujejo v manjšem številu nukleotidov glede na 
originalno tarčno zaporedje in imajo PAM (Reis in sod., 2014). Izven tarčne mutacije 
predstavljajo glavni izziv pri aplikaciji CRISPR-Cas9 sistema v genomskem urejanju. Izbira 
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optimizirane gRNA, funkcionalnega Cas9 in unikatnega tarčnega zaporedja je zato ključna za 
učinkovitost modificiranja in zmanjševanje izven tarčnih mest (Mei in sod., 2016). 
  
Različne raziskave prikazujejo, da so izven tarčna mesta RNA vodenega proteina Cas9 lahko 
zelo raznolika v frekvenci in da jih je težko predvideti (Sander in Joung, 2014). Ena izmed 
možnosti zmanjšanja izven tarčnih mest je zmanjšanje koncentracije gRNA in/ali Cas9, 
izraženih v celicah. Opazili so, da manjše koncentracije gRNA in/ali Cas9 vodijo v manj 
pogosta izven tarčna prepoznavanja zaporedij, kar omogoča bolj natančno urejanje genoma 
(Doudna in Charpentier, 2014).  
 
Izven tarčne mutacije lahko zmanjšamo tudi tako, da skrajšamo dolžino sgRNA na manj kot 
20 nukleotidov, komplementarnih s tarčno DNA. Možna strategija zmanjševanja izven tarčnih 
mest je tudi, da zmanjšamo življenjsko dobo ali aktivnost Cas9 v celici, potem ko je imela 
dovolj časa, da uvede željene spremembe (Komor in sod., 2017). 
 
5.3 PAM 
 
Naslednja pomembna komponenta, ki omogoča delovanje CRISPR-Cas9 sistema je 
protovmesniku bližnji motiv (PAM; Synthego, 2018). PAM se nahaja na 3' koncu tarčnega 
zaporedja DNA in je navadno dolg 2-5 nukleotidov. Če govorimo specifično o proteinu Cas9, 
bo PAM dolg natančno 3 nukleotide (Reis in sod., 2014). Če pride do pravilnega ujemanja 
med kompleksom in zaporedjem, bo Cas rezal 3-4 nukleotide navzgor od PAM, ker 
prepoznavanje PAM sproži vezavo Cas na tarčo in rezalne konformacije. Pride do aktivacije 
HNH in RucV domene proteina Cas (Hsu in sod., 2014). To prepoznavanje se izkorišča pri 
določanju rezalnega mesta. V naravi se to mesto pojavlja samo pri virusih, ki inficirajo 
bakterije. Na tak način je bakterija zaščitena, da ne bo rezala svojega genoma (Synthego, 
2018). Tudi če je gRNA popolnoma identična tarčnemu zaporedju, je brez PAM delovanje 
sistema onemogočeno (Reis in sod., 2014). Prepoznavanje PAM omogoča PI domena, ki je 
del proteina Cas (Mei in sod., 2016). Med vrstami bakterij se PAM za posamezen Cas 
razlikuje (Peng, 2015). Pri metodah urejanja genoma je najpogosteje uporabljen protein Cas9, 
ki izvira iz bakterije Streptococcus pygones in prepoznava PAM mesto 5'-NGG-3' (Synthego, 
2018). S tem, ko se na tarčnem zaporedju nahaja določen PAM, lahko z izbiro proteina Cas, 
določamo specifična tarčna mesta (Hsu in sod., 2014). 
 
 
6 UREJANJE GENOMA Z METODO CRIPSR-Cas9 V EVKARIONTSKIH CELICAH  
 
Ko se lotimo genomskega inženiringa, moramo to izvesti v treh delih: oblikovanje, urejanje in 
analiza (Synthego, 2018). Najprej moramo ustrezno načrtovati in oblikovati gRNA ter izbrati 
ustrezen protein Cas, predvsem z namenom, da zmanjšamo možnost izven tarčnega delovanja 
(Knott, 2018). Sledi dostava teh dveh komponent v celico, da lahko poteče modificiranje. Na 
koncu je zelo pomembno, da tarčna genomska zaporedja analiziramo in ugotovimo, v kakšni 
meri so bile spremembe narejene (Synthego, 2018). 
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6.1 OBLIKOVANJE 
 
Oblikovati moramo gRNA, in sicer tako, da bo prepoznala čim manj izven tarčnih mest in 
čim več naših željenih tarč. To naredimo s pomočjo orodij kot so Synthego CRISPR Design 
Tool, Benchling ali sgRNA scorer 2.0 (Synthego, 2018). 
 
Potem, ko smo ustrezno oblikovali gRNA, moramo izbrati primerno nukleazo. Nukleazo 
bomo izbrali glede na sam namen in sposobnost eksperimenta. Spodaj naštete se uporabljajo 
najpogosteje: 
 
S.pyogenes Cas9 (SpCas9 ali običajno Cas9): Gre za nukleazo, ki jo najpogosteje 
uporabljamo za CRISPR-Cas9 namene. Prepoznava PAM motiv 5'-NGG-3' in ustvari 
dvoverižne prelome s topimi konci. Gre za prvo uporabljeno nukleazo, ki je tudi najbolj  
uporabljena, ker je najbolje karakterizirana (Komor, 2017). Uporabili so jo na človeških 
celicah, bakterijah, vinski mušici, glivah, miših, podganah, pujsih, kmetijskih pridelkih in na 
opicah (Chakrabarti in sod., 2019). 
 
Rezalni Cas9 (Cas9n): Gre za modificiran protein Cas9, ki se uporablja predvsem v knock-in 
eksperimentih (Synthego, 2018). Vsebuje mutacijo v endonukleazni domeni (Mei in sod., 
2016). Njegova posebnost je, da ne ustvarja DSB, ampak reže samo eno verigo. Na tak način 
je zagotovljenih manj izven tarčnih mest (Peng, 2015). Od ostalih se razlikuje tudi po tem, da 
namesto topih koncev ustvarja dolge viseče konce na rezalnem mestu. To omogoča večji 
nadzor pri vstavljanju DNA fragmenta s HDR (Synthego, 2018). Uporaba dveh Cas9n, od 
katerih vsaka reže eno verigo, nam omogoča večjo specifičnost tarčnega lokusa (Ran in sod., 
2013). 
 
Cpf1: Nukleaza, ki izvira iz bakterij Prevotella in Francisella. Prepoznavala bo PAM motiv, 
5'-TTN-3'. Prednost tega proteina je, da namesto topih koncev dela dvojne štrleče konce na 
rezalnih mestih. Je manjši kot spCas9, zato ne potrebuje tracrRNA. Tudi sama gRNA je 
krajša in lažja za oblikovanje (Synthego, 2018). 
 
S. aureus Cas9 (SaCas9): Nukleaza, ki prepozna PAM mesto 5'-NNGRRT-3'. Je majhen 
protein, zato ga lahko pakiramo v AAV vektorje za dostavo v celice (Synthego, 2018). 
 
Inaktiviran Cas9 (dCas9): Gre za protein, ki ima izničeno rezalno sposobnost tako v domeni 
RuvC kot tudi v HNH. Zaradi tega ima sposobnost blokiranja transkripcije tarčnih genov brez 
potrebnega modificiranja DNA. Cas9-sgRNA kompleks bo onemogočil dostop 
transkripcijskega kompleksa do tarčnega mesta (Hsu in sod., 2014). Takemu CRISPR-Cas9 
sistemu velikokrat rečemo tudi CRISPR interferenca (CRISPRi). Omogoča dve različni 
funkciji. Ena je dCas9 regulirana inhibicija (CRISPRi), druga pa dCas9 regulirana aktivacija 
(CRISPRa) (Synthego, 2018). O obeh sistemih bom pisala tudi kasneje. 
 
dCas9 ima ogromen potencial tudi na drugih področjih, kot so epigenetika, zdravljenje in 
preučevanje rakavih obolenj ali nevroloških bolezni, saj se združuje z ustreznimi encimi ali 
transkripcijskimi faktorji. Če je dCas9 združen z represorjem ali aktivatorjem, lahko blokira 
ali aktivira izražanje genov (Mei in sod., 2016). Prav tako lahko dCas9 uporabimo za prikaz 
specifičnega lokusa v živih celicah. Povežemo ga z vzbujenim zelenim fluorescenčnim 
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proteinom, nato bosta dCas9 in strukturno optimizirana sgRNA prikazala željene elemente 
kromosomov. S tem ima CRISPR-Cas9 potencial, da izboljša trenutno tehnologijo za 
preučevanje konformacijske dinamike nativnih kromosomov v živih celicah (Doudna in 
Charpentier, 2014). 
 
6.2 UREJANJE CRISPR-Cas9 SISTEMA 
 
Glavni komponenti CRISPR-Cas9 sistema lahko v celice vnesemo na 3 načine: s plazmidno 
DNA, v obliki ribonukleoproteinskega kompleksa (RNP) ali z in vitro prepisano RNA 
(Synthego, 2018). 
 
DNA: V plazmid vnesemo zapis za želeno gRNA in Cas9 protein in nato vstavimo plazmid v 
celice s transformacijo. Lahko uporabimo že pripravljene komercialne plazmide, ki 
omogočajo vstavitev gRNA zaporedja z njihovimi želenimi značilnostmi. Najprej moramo 
pripraviti DNA zaporedje za gRNA in Cas9 protein. Potem sledi enak postopek kot pri 
normalnem molekularnem kloniranju. Vključek mora biti pomnožen, rezan in nato vstavljen v 
plazmid, ki ga nato transformiramo v celice. Celoten postopek traja 1-2 tedna (Synthego, 
2018). Slabost tega je, da je plazmid dovzeten za izven tarčna mesta. Plazmidna DNA se 
lahko vstavi tako v tarčna kot izven tarčna mesta (Peng, 2015). Postopek je primeren samo za 
celične linije, ne pa za matične in primarne celice (Synthego, 2018). 
 
RNA: CRISPR-Cas9 komponente lahko vnesemo v celice v obliki RNA: tako gRNA kot 
mRNA, ki kodira Cas9. RNA lahko proizvedemo s sintetičnim procesom ali encimsko z in 
vitro transkripcijo (IVT). Tudi ta postopek je primeren samo za celične linije, za matične in 
primarne celice pa ne (Synthego, 2018). 
 
RIBONUKLEOPROTEIN (RNP): Združitev gRNA s proteinom Cas9 v RNP kompleksu se je 
izkazala za najbolj učinkovito metodo (Doudna in Charpentier, 2014). Omogoča večjo 
učinkovitost urejanja in manj potencialnih izven tarčnih efektov v primerjavi z drugimi 
metodami. Ker pride do prenosa komponent v celice, ne pa v genom, je tveganje za 
citotoksičnost majhno, kar velja tudi pri vnosu v obliki RNA. Ta možnost je najbolj 
učinkovita za uporabo CRISPR-Cas9 v embrijih. Uporabna je tako za matične celice, 
primarne celice in celične linije (Synthego, 2018). 
 
6.3 VNOS CRISPR-Cas9 KOMPONENT V NOTRANJOST CELIC 
 
V laboratoriju imajo znanstveniki veliko načinov za uspešen vnos komponent CRISPR-Cas9 
v celice, kot so lipofekcija, elektroporacija, nukleofekcija, mikroinjiciranje in vnos z 
virusnimi vektorji (Waxmonsky, 2015). Obstajajo pa težave pri prenosu v klinične namene, 
kjer je za uspešen in vivo vnos potrebno zadostiti specifičnim zahtevam, odvisnim od 
bolezenske etiologije. Za uspešno zdravljenje bolezni bi morali vnesti večje količine CRISPR-
Cas9 komponent. Največji problem predstavlja velikost Cas9 nukleaz, vezanih na gRNA za 
pakiranje v virusne vektorje (Knott in Doudna, 2018). 
 
Izmed vseh metod sta najpogosteje uporabljeni lipofekcija in vnos z virusnimi vektorji 
(transdukcija), kot so lentivirusi, adenovirusi ali adeno-povezani virusi (AAV). Slabost pri 
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obeh je, da sta primerni samo za nekatere celične tipe. Za namene in vivo vnosa v somatske 
celice se najpogosteje uporablja prenos z AAV (Waxmonsky, 2015), za namene vnosa v 
oocite ali zigote pa mikroinjiciranje. Gre za postopek, pri katerem tvorimo genetsko 
modificirane organizme. Z mikroinjekcijo vbrizgamo komponente neposredno v celice. Je 
visoko učinkovit postopek, vendar lahko z njim transficiramo samo nekatere celice, pogosto 
pa prihaja tudi do poškodb genetskega materiala, ki ga vnašamo. Nukleofekcija in 
elektroporacija zahtevata posebno in drago opremo, vendar lahko z njima transficiramo 
različne celične tipe (Synthego, 2018). 
 
6.4 ANALIZA UREJANJA S CRISPR-Cas9 
 
Potem, ko smo transficirali celice, je potrebno določiti, kako uspešno je bilo urejanje DNA z 
CRISPR-Cas9. To najlažje naredimo tako, da najprej sekvencioniramo DNA na rezanem 
mestu.  Pri tem moramo uporabiti tako modificirano kot kontrolno DNA. Analiza se izvaja z 
različnimi analiznimi programi, kot so: Interferenca popravkov CRISPR (ICE) ali sleditev 
indelov z dekompozicijo (TIDE) (Synthego, 2018). 
 
 
7 UPORABA CRISPR-Cas9 
 
Znanstveniki so do sedaj že uporabili CRISPR-Cas9 v celicah ljudi, rastlin in živali. 
Predvsem so CRISPR-Cas9 tehnologijo uporabili za zdravljenje obolenja jeter pri miški ali za 
spreminjanje DNA v nečloveških primatih, kar je pomemben korak za razvijanje genske 
terapije za ljudi (Reis in sod., 2014). Če izvajamo spremembe v somatskih celicah, kot so 
celice jeter ali srca se spremembe ne bodo prenašale naprej, kar imenujemo somatska terapija. 
Če pa izvajamo spremembe v celicah, kot so spermiji ali jajčeca (spolne celice) ali v celotnih 
embrijih, se bodo vse izvedene spremembe prenesle naprej na potomstvo. To imenujemo 
urejanje zarodne linije. Poleg želenih uvedenih sprememb, bo prišlo tudi do prenosa vseh 
možnih napak pri urejanju genoma. Poteka obširna razprava o izvajanju urejanja zarodne 
linije pri ljudeh, etične dileme v povezavi z njo pa bom omenila kasneje v poglavju Etične 
dileme (Personal genetics education project, 2019). 
 
7.1 GENSKA TERAPIJA 
 
S pomočjo CRISPR-Cas9 bi lahko zdravili bolezni, ki jih povzročajo mutacije v enem genu, 
kot so cistična fibroza, anemija srpastih celic in mnoge druge monogenske bolezni. S tem 
sistemom lahko zamenjamo in popravimo gene, ki povzročajo bolezen (Rath in sod., 2015). 
To se pri ljudeh danes izvaja klinično na ex-vivo nivoju, medtem ko so postopki na ravni in 
vivo še v povojih. Precej bolj zapletena je genska terapija pri boleznih, ki jih povzročajo 
interakcije med več geni oziroma ko je prisoten tudi vpliv okolja. Primer takih bolezni so 
rakava obolenja, srčna obolenja in diabetes (Personal genetics education project, 2019). 
 
Da bi ozdravili gensko bolezen z uporabo genske terapije pri posamezniku po rojstvu, je 
potrebno modificirati večje število celic ustreznega tkiva ali organa. Spremembo lahko 
izvedemo v obliki ex-vivo terapije v laboratoriju. To pomeni, da najprej izoliramo celice iz 
telesa, jih modificiramo s pomočjo CRISPR-Cas9 sistema, razmnožimo ter nato vstavimo 
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nazaj v telo. Ex-vivo aplikacije se trenutno že izvajajo. Druga možnost pa je in vivo terapija, 
kjer z uporabo vektorja vnesemo CRISPR-Cas9 komponente neposredno v specifične celice 
in tkiva, kjer nato poteka modifikacija. Takšna aplikacija se klinično še ne izvaja, ker 
obstajajo težave glede varnosti in dostave samega sistema v celice (Williams, 2018). 
 
7.2  PROZVODNJA GENSKO MODIFICIRANIH MIŠJIH IN ŽIVALSKIH MODELOV ZA 
ČLOVEŠKE BOLEZNI 
 
Uporaba CRISPR-Cas9 za urejanje genoma je pospešila razvoj transgenih modelov in razvoj 
genetsko sledljivih živalskih modelnih organizmov, ki se uporabljajo za preučevanje funkcij 
genov (Mei in sod., 2016). Navadno z mikroinjiciranjem vstavimo protein Cas9 in sgRNA v 
oplojene zigote in na tak način dosežemo dedne genske modifikacije alelov v živalskih 
modelih, kot so opice in glodalci (Hsu in sod., 2014). 
 
Tradicionalno se gensko modificirani mišji modeli proizvajajo s transgenezo ali z genskim 
ciljanjem v embrionalnih matičnih celicah (ESC). To velja za časovno zamudno in drago 
metodo. Z izkoriščanjem CRISPR-Cas9 sistema lahko z raziskovanjem funkcije genov in 
patologije bolezni tvorba teh modelov poteka hitreje in učinkoviteje. Do sedaj so že uspešno 
vzpostavili sistem proizvodnje miši, ki nosijo mutacije, proizvedene s sistemom CRISPR-
Cas9. V oplojene oocite, ki se nahajajo v pronuklearni stopnji, vbrizgamo Cas9 mRNA, 
sgRNA in donorske oligonukleotide, da sprožimo knock-in specifično mutacijo v tarčnih 
genih. Ta oocita je nato kultivirana in vitro do blastociste, ki jo nato vnesemo v nadomestno 
mater, ta pa proizvede genetsko spremenjeno potomstvo (Mei in sod., 2016). Urejanje 
genoma enocelične zigote miši, s pomočjo sistema CRISPR-Cas9 je že postalo rutina 
(Ormond in sod., 2017). Z oblikovanjem tarče lahko dosežemo genske modifikacije pri miših 
v enem do dveh tednih, modificirane klonske celične linije pa so lahko vzpostavljene že v 
dveh do treh tednih (Ran in sod., 2013). 
 
Primer uporabe CRISPR-Cas9 je mdx miš, ki je model za Duchenneovo mišično distrofijo 
(DMD) in vsebuje mutacije v genu, ki kodira distrofin. S pomočjo AAV so vstavili SaCas9 ali 
SpCas9 in sgRNA v skeletne ali srčne mišične celice, da bi izbrisali mutirani ekson iz 
distrofinskega gena. Prišlo je do ustavitve bolezni tako fenotipsko kot genotipsko. Prav tako 
so v mišje zigote vbrizgali Cas9, sgRNA in donorsko DNA, kar je vodilo v razvoj genetsko 
mozaičnega potomstva z 2 do 100 %-no uspešnostjo popravila genov in različno frekvenco 
poprave fenotipa (Komor in sod., 2017). 
 
7.3 TVORBA MULTIPLEKSNIH MUTACIJ V GENOMU 
 
Multipleksno delovanje Cas9 ima potencial za raziskovanje pogostih človeških bolezni, kot so 
diabetes, shizofrenija, srčne bolezni in avtizem, ki so navadno poligenske (Hsu in sod., 2014). 
Z dostavo večjega števila sgRNA skupaj z mRNA Cas9 bo to potencialno omogočilo hkratno 
urejanje več delov genoma. Leta 2013 so dosegli več genskih mutacij v podgani s hkratno 
dostavo šestih sgRNA, katerih tarča so bila šest genomskih mest; Tet 1 (sgTet1-1, sgTet1-2), 
Tet2 (sgTet2-1, sgTet2-2), Tet3 (sgTet3-1, sgTet3-2). Skupaj s Cas9 mRNA so jih vnesli v 
citoplazmo enoceličnih podganjih embrijev. Izkazalo se je, da je bilo 59 % novorojenih 
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mladičev identificiranih z mutacijami vseh treh Tet genov hkrati. Podobno je bilo izvedeno 
tudi v drugih organizmih (Mei in sod., 2016). 
 
7.4 MANIPULACIJE V EPIGENOMU 
 
Poleg tega, da CRISPR-Cas9 sistem omogoča neposredno modificiranje genov, ima tudi 
sposobnost spreminjanja epigenoma za regulacijo ekspresije specifičnih genov. Epigenom je 
opis vseh kemijskih modifikacij DNA in histonskih proteinov, ki regulirajo gensko ekspresijo 
(Morgensztern in sod., 2018).  
 
Kot primer, CRISPR-Cas9 sistem je bil uporabljen za supresijo DNA metiltransferaze 
(DNMTS) v človeških celicah, tako da je ''zmotil'' katalično domeno, kar je vodilo v hitro in 
globalno izgubo DNA metilacije in posledično v celično smrt (Mei in sod., 2016). 
 
7.5 REGENERATIVNA MEDICINA  
 
Osrednji cilj regenerativne medicine je zamenjava poškodovanih ali bolnih celic z zdravimi. 
En pristop k dosegu tega cilja je celična terapija, pri kateri primarne celice genetsko 
manipuliramo in vstavimo v pacienta z namenom, da bi zdravili genetsko bolezen (ex-vivo 
terapija) (Williams, 2018). Številne študije so uporabile Cas9 za popravljanje genetskih 
mutacij v pacientovih primarnih celicah (npr. DMD, β-talasemija ali hemofilija). Znan je tudi 
primer možnosti zdravljenja HIV. S pomočjo Cas9 so dosegli izbitje genov, ki kodirajo CCR5 
in CXCR4, ki sta receptorja za vstop virusa HIV. Na ta način so naredili primarne celice bolj 
odporne proti vstopu virusa. Drug pristop pa je in vivo terapija (Komor in sod., 2017). 
 
 
8 METODE UPORABE CRISPR-Cas9 
 
Potencial uporabe CRISPR-Cas9 je obsežen. Zgoraj naštete možne uporabe CRISPR 
izvajamo s številnimi tehnikami kot so: izbitje, CRISPR presajanje, vstavitev/knock-in, anti-
CRISPR, utišanje genov, CRISPRa ter CRISPRi (Synthego, 2018). Vsako izmed teh metod, 
bom v nadaljevanju na kratko predstavila. 
 
8.1 IZBITJE 
 
S to tehniko ustvarimo nefunkcionalni protein oziroma protein z izničeno originalno funkcijo. 
Temelji predvsem na uporabi NHEJ poti. Pri tem mehanizmu se ustvarijo indeli. Z namernim 
spreminjanjem funkcije genov lahko vidimo, kako to vpliva na to na funkcijo in strukturo 
celice (Gaj in sod., 2013). CRISPR-Cas9 lahko uporabimo za ustvarjanje večjih delecij DNA 
fragmentov. Z uporabo dveh gRNA, ki bosta usmerjali Cas9, bo ta ustvaril DSB na nasprotnih 
koncih DNA in prišlo bo do izpada fragmenta DNA (Synthego, 2018). 
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8.2 VSTAVITEV/KNOCK-IN 
 
Vstavljanje genetskega materiala v genom imenujemo knock-in. Pri tej tehniki se navadno 
poslužujemo HDR poti. Pri knock-in eksperimentih v celico dostavimo tudi donorsko DNA, 
ki ima konce homologne našemu tarčnemu zaporedju (Biological solution specialist, 2019). 
Na ta način pride do natančnega popravljanja DSB v genomu ter vstavitev želenega zaporedja 
na izbrano mesto. S to tehniko uvajamo želene mutacije, vstavljamo markerje in spreminjamo 
funkcijo gena (Synthego, 2018). Knock-in se lahko potencialno uporablja tudi kot metoda za 
popravljanje genetskih bolezni. 
 
8.3 CRISPR INTERFERENCA (CRISPRi) 
 
Utišanje genov lahko dosežemo tudi brez spreminjanja zaporedja DNA. Pri tej tehnologiji 
uporabimo protein dCas9, ki je katalitsko neaktiven. Ko se CRISPR-dCas9 kompleks veže na 
DNA, ne bo prišlo do rezanja DNA, ampak bo preprečen dostop transkripcijskega kompleksa 
do tega dela DNA. Posledično lahko pride do utišanja gena (Synthego, 2018). Na dCas9 lahko 
vežemo tudi epigenetske regulatorje, kar lahko uporabimo za študij metilacije ali različnih 
kromosomskih stopenj v celični diferenciaciji ali bolezenski patologiji (Hsu in sod., 2014). 
Več o tem sem pisala pri opisu proteina dCas9 v podpoglavju Oblikovanje. 
 
8.4 CRISPR AKTIVACIJA (CRISPRa) 
 
Z dCas9 endonukleazo lahko uvedemo tudi nadzor nad aktivacijo tarčnih genov. Na dCas9 
lahko vežemo transkripcijske aktivatorje, kar omogoča povečano ekspresijo tarčnih genov. 
Polstein in Gersbach sta na primer ustvarila sistem, pri katerem sta na dCas9 protein vezala 
svetlobno-inducibilne proteine. Ti so omogočali ekspresijo genov v prisotnosti modre 
svetlobe in represijo ob odsotnosti modre svetlobe (Synthego, 2018). 
 
8.5 ANTI-CRISPR 
 
Slabost delovanja CRISPR-Cas9 sistema so izven tarčna mesta, ko torej sistem reže na 
napačnih mestih. Z dodajanjem tako imenovanih anti-CRISPR proteinov se lahko temu delno 
izognemo, saj anti-CRISPR proteini inhibirajo aktivnost proteinov Cas. V naravi to 
izkoriščajo bakteriofagi, ki se na tak način zaščitijo pred baterijskim obrambnim sistemom 
(Maxwell, 2017). V eksperimentih, kjer so dodali anti-CRISPR proteine, se je izkazalo, da ti 
le delno zmanjšajo rezanje na želenih tarčnih mestih in v veliki meri zmanjšajo rezanja na 
izven tarčnih mestih. Na tak način lahko zmanjšamo napake, ki nastanejo kot posledica 
urejanja genoma (Synthego, 2018). 
 
 
9 TERAPEVTSKA APLIKACIJA PRI LJUDEH 
 
9.1 SOMATSKA TERAPIJA 
 
Pomembno je razločevati med urejanjem somatskega in zarodnega genoma. Somatske celice 
so celice, ki ne vodijo v razvoj gamet in posledično se spremembe, ki jih uvedemo v 
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somatskih celicah, ne bodo prenesle v prihodnje generacije. Po drugi strani se pri zarodnem 
urejanju sprememba izvede v zarodni celici ali embriju. Spremembe bodo tako prisotne v 
vseh celicah embrija in se potencialno lahko prenesejo iz modificiranega posameznika na 
potomstvo (Ormond in sod., 2017). Trenutno zarodna terapija še ni dovoljena, ker ima 
človeško zarodno urejanje potencialni učinek tako na zdravljenega posameznika, kot na 
prihodnje generacije in zaradi tega prihaja do prelomnih etičnih dilem, ki jih bom natančneje 
opisala v poglavju Etične dileme (Zhang in sod., 2018). Ne glede na to ali gre za urejanje 
somatskega ali zarodnega genoma, mora biti vzpostavljena varnost in učinkovitost 
tehnologije, preden se lahko uporablja kot potencialni terapevtski pristop (Ormond in sod., 
2017). 
 
9.2 ZARODNA TERAPIJA 
 
Pri izvajanju urejanju zarodnega genoma je potrebna izjemna previdnost, ker se genetske 
spremembe prenašajo na prihodnje generacije. Veliko ljudi bo urejanje zarodnega genoma 
videlo kot etično sporno, ker s tem vplivamo na človekovo reprodukcijo, s čimer se lahko 
pojavlja vprašanje varnosti in zdravja prihodnjih generacij (Personal genetics education 
project, 2019). Po drugi strani pa bi urejanje zarodne linije omogočilo staršem, ki so 
prenašalci genetske bolezni, da imajo genetsko lastnega in zdravega otroka. Takšno urejanje 
genoma še ni pripravljeno za poskuse na ljudeh. Potrebno je še veliko raziskav, preden se 
bodo začela izvajati klinična testiranja. V ZDA in v drugih državah je klinična zarodna 
terapija trenutno prepovedana (The National academies of sciences, engineering and 
medicine, 2017). 
 
Ker je urejanje zarodne linije nepovratno in gre za postopek »vse ali nič«, bo potrebno 
postaviti drugačne smernice glede kliničnih testiranj, od tistih, ki jih imamo pri kliničnih 
testiranjih za kemijske terapevtike, biomolekule in celo somatske genske terapije. Pri slednjih 
bo prej ali slej prišlo do razgradnje terapevtika, poleg tega ga lahko vnašamo v kontroliranih 
dozah. To bi na primer vključevalo testiranja na opicah, s čimer bi poskusili čim bolj 
zmanjšati potrebo za testiranje na ljudeh. Vendar so opice še vedno drugačne od nas, zato bi 
morala biti omejena skupina ljudi, ki bi jih testirali, iz varnostnih razlogov opazovana več let 
preden bi lahko napredovali na večjo skupino. Problem predstavljajo predvsem izven tarčni 
efekti, mozaičnost in neučinkovitost (Baumann, 2016). 
 
 
10 ETIČNE DILEME  
 
CRISPR-Cas9 že uporabljajo za modificiranje insektov, živali, rastlin in mikroorganizmov ter 
za proizvodnjo človeških terapevtikov (Rodriguez, 2016). Ker tehnologije rekombinantne 
DNA potekajo že leta, CRISPR-Cas9 ne ustvarja novih etičnih dilem v kontekstu ustvarjanja 
sprememb (Caplan in sod., 2015). Problem nastane, ker ne poznamo dolgoročnih posledic 
uporabe, ter ker prihaja do izven tarčnih mutacij in mozaičnosti, kar povzroča skrbi glede 
varnosti sistema in s tem negotovost v razvoju tehnologije CRISPR-Cas9 (Mei in sod., 2016). 
Čeprav je CRISPR-Cas9 sistem prinesel povečano ustreznost in učinkovitost, so se pojavile 
številne etične dileme. Posledično se je zaradi tega pojavila potreba, da se vzpostavi 
učinkovita globalna regulativa, ki usmerja testiranja organizmov, katerih genom smo 
spremenili s CRISPR-Cas9 (Caplan in sod., 2015). 
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Etične razprave glede urejanja genoma potekajo že od 20.stoletja, vendar so se razširile šele 
leta 2015, ko je bila tehnologija CRISPR-Cas9 prvič uporabljena v človeških embrijih. 
Skupina kitajskih znanstvenikov je uporabila triploidne embrije, iz česar je razvidno, da 
normalni razvoj ne bi potekel. V razpravo o eksperimentu, ki je bila objavljena leta 2015, so 
vključene tako koristi in tveganja, kot tudi družbena in ekonomska vprašanja. Cilj 
raziskovalcev je bil popraviti mutiran β-globin, ki povzroča dedno krvno bolezen β-
talasemijo. Na podlagi raziskave ni bilo možno potegniti pomembnih zaključkov glede 
varnosti in izvedljivosti tehnologije. Je pa raziskava odprla obsežne etične razprave glede 
genskega modificiranja (Baumann, 2016).  
 
Velik vpliv na sprejetje tehnologije CRISPR-Cas9 imajo predvsem medijski viri in kako le-ti 
predstavijo temo. Ob objavi raziskave iz prejšnjega odstavka, so mediji vključili pozitivne 
možnosti zdravljenja bolezni, pa tudi možne negativne scenarije kot so ''otroci po meri'' 
(Baumann, 2016). Izraz ''otroci po meri'' se nanaša na možnost, da bi s tehnologijo CRISPR-
Cas poljubno določali lastnosti našega potencialnega otroka, na primer barvo oči, višino, 
krvno skupino in inteligentnost. Predvsem se pojavlja dilema, ali bi se tehnologija poleg za 
zdravljenje, uporabljala tudi za izboljševanje lastnosti. Problem je, do katere mere bi se v 
prihodnosti tehnologija CRISPR izkoriščala za te namene (Mesko, 2018). 
 
Mei in sod. (2016) v članku navajajo, da uredniška ekipa znanstvenih revij Science in Nature 
trdi, da CRISPR-Cas9 sistem prinaša ogromen potencial za urejanje genoma, vendar bi 
njegovo uporabo v človeških zarodnih celicah morali jemati zelo resno. Prav tako Mei in sod. 
(2016) navajajo, da urednik revije Cell Emilie Marcus pravi, da bi njegova revija dovolila 
objavo navodil/priročnika, ki opisuje človeško zarodno modificiranje, če bi ta vseboval 
ustrezne tehnične in etične standarde. Objava takšnega članka ne bi pomenila sprejetja 
urejanja človeškega genoma, ampak odprtje razprave o urejanju človeške zarodne linije. 
 
Sedaj bom naštela polemike, s katerimi se pri razpravi v povezavi z CRISPR-Cas9 sistemom 
v največji meri srečujemo. 
 
VARNOST: zaradi možnosti izven tarčnega delovanja in mozaičnosti (nekatere celice nosijo 
spremembe, druge ne) je varnost uporabe tehnologije CRISPR-Cas9 glavni problem. Lahko 
se izkaže, da gre za nepovratno tehniko in da bo imela škodljive stranske učinke, ki se bodo 
pokazali v prihodnjih generacijah (Baumann, 2016). Znanstveniki se strinjajo, da se urejanje 
zarodnega genoma ne bo izvajalo v klinične namene, dokler v predkliničnih raziskavah ne bo 
dokazana varnost postopka (National human genom research institute, 2017). Čeprav je sama 
pojavnost izven tarčnih mest relativno nizka in je izvajanje raziskave dovoljeno, so ta mesta 
še vedno prisotna. To vodi v stroge varnostne zahteve, kar onemogoča oziroma otežuje 
klinično uporabo urejanja človeškega genoma (Ormond in sod., 2017). 
 
INFORMIRANA PRIVOLITEV: Z izvajanjem sprememb, ki bodo vplivale na prihodnje 
generacije, je nemogoče pridobiti njihovo privolitev, ker je osebek, ki mu spreminjamo 
genom, še nerazvit (embrio) (Rodriguez, 2016). Javnost se sprašuje, ali je etično sporno, da 
lahko starši sprejemajo takšne odločitve. Poleg tega velja, da nikoli ne moremo pridobiti 
popolne privolitve, saj še ne poznamo vseh možnih tveganj zarodne terapije (National human 
genom research institute, 2017). 
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PRAVICA IN ENAKOPRAVNOST: Veliko ljudi skrbi, da bo ta tehnologija dostopna samo 
bogatim in da se bo ustvarilo še večje razprtje v dostopu do zdravstvene oskrbe. Urejanje 
človeškega zarodnega genoma bo verjetno drago in težko dostopno za nekatere regije 
(Hildebrandt in Marron, 2018). Verjetno ne bo pokrito z vsemi zdravstvenimi zavarovanji. 
Zaradi tega bi se potencialno lahko ustvarili razredi ljudi, definiranih glede na kvaliteto 
njihovega modificiranega genoma (National human genom research institute, 2017). Lahko 
pride do povečanja razlik med regijami, etničnimi skupinami ali družbenimi razredi. Genetske 
bolezni, nekoč univerzalni skupni imenovalec, lahko postanejo lastnost razreda, geografske 
lokacije in kulture (Ormond in sod., 2017). 
 
10.1 PREDNOSTI IN SLABOSTI SISTEMA PRI ZARODNI TERAPIJI 
 
Pri uporabi sistema pri zarodkih se je treba ozreti na možna tveganja. Realistična uporaba 
sistema bi potekala v primeru, ko je pri enem ali obeh starših že prisotna genska bolezen in bi 
se ta brez medicinskega ukrepanja zagotovo prenesla naprej na otroka (Rodriguez, 2016). V 
primeru avtosomnih recesivnih bolezni (cistična fibroza, fenilketonourija…), kjer sta oba 
starša homozigota, ali v primeru avtosomnih dominantnih boleznih (Huntingtonova bolezen, 
bolezen policističnih ledvic,…), kjer je vsaj eden izmed staršev dominantni homozigot, je 
uporaba te terapije edini način, da bi starši imeli zdravega otroka. Ker pa starši lahko izberejo 
tudi druge možnosti, kot so na primer posvojitev, donacije spolnih celic ali pa ne imeti otroka, 
prihaja do vprašanja, ali je to, da imaš genetsko lastnega otroka, zadosten razlog, da otroka in 
prihodnje generacije izpostaviš možnim tveganjem, ki so lahko posledica modificiranja 
genoma (Baumann, 2016). 
 
Težko je presojati možne koristi uporabe metode CRISPR-Cas9. Pri ocenjevanju koristi je 
treba vključiti koliko bi bili ljudje pripravljeni plačati za terapijo, koliko dodatnih let življenja 
bi z njo lahko pridobili ter kakšna bi bila kvaliteta pridobljenih let. Na podlagi tega lahko 
naredimo primerjavo z ostalimi medicinskimi terapijami in vidimo, kako učinkovita bi bila 
metoda CRISPR-Cas9 v zdravstvu (Baumann, 2016). Trenutno največja omejitev uporabe 
metode CRISPR-Cas9 je, da ni 100 %-no učinkovita in varna (Vidyasagar, 2018). 
 
10.2 DODATNE ETIČNE DILEME  
 
Ali bo ostalo kaj odločitve pri samih otrocih? Ali bodo ljudje izkoriščali to tehnologijo za 
izboljšanje svoje sposobnosti (Krishan in sod., 2016)? Ali lahko ustvarjamo spremembe, ki 
bodo vplivale na prihodnje generacije brez njihovega dovoljenja? Da bi se soočili s temi 
težavami, je Nacionalna Akademija za znanost, inženiring in medicino sestavila obširno 
poročilo s smernicami in priporočili za urejanje genoma. Kljub temu, da je treba biti pri sami 
uporabi metode CRISPR-Cas9 pozoren ter se ozirati na možne etične dileme, hkrati 
Akademija poudarja, da previdnost še ne pomeni prepovedi. Priporoča, da se urejanje 
zarodnih linij izvaja le na genih, ki povzročajo resne bolezni in ko ni nobenih drugih možnih 
alternativ. Če oziroma ko se bodo začela klinična preizkušanja v primeru zarodne terapije, 
bodo Akademija in podobne agencije zahtevale čim več podatkov o zdravstvenem tveganju in 
koristih ter vpogled v celotna klinična preizkušanja. Priporočajo, da se družini sledi skozi več 
generacij, s čimer se pridobi ocena možnih dolgoročnih posledic (Vidyasagar, 2018).  
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Številna vprašanja vseeno ostajajo neodgovorjena. Ali lahko nadzorujemo izven tarčne efekte 
CRISPR-Cas9, ki vodijo do nezaželenih fenotipov? Ali bo izbris celotne vrste (invazivne ali 
prenašalke bolezni) vplival na ekološko ravnotežje? Za reševanje teh etičnih vprašanj bomo 
potrebovali bolj podrobno regulativo, kot je trenutno na voljo (Caplan in sod., 2015).  
 
 
11 ZAKONODAJA 
 
Urejanje človeške zarodne linije je trenutno prepovedano v večini Evropskih držav in v 
Kanadi, hkrati pa se javna sredstva ne smejo uporabiti za ta namen. To je določeno s strani  
zakona o zaščiti embrijev. ZDA in Kitajska po drugi strani nimata takšne regulative, vendar 
so za izvajanje raziskav na nivoju embrija potrebna določena dovoljenja, ki jih izda FDA 
(Administracija za hrano in zdravila), kakršnakoli klinična aplikacija pa je prepovedana 
(Baumann, 2016). Poleg FDA je regulativa tudi pod okriljem EPA (Ameriška agencija za 
varstvo okolja) in Nacionalnega inštituta za zdravje (NIH), vendar imajo vse agencije 
pomanjkanje nadzora. Regulativa je premalo obsežna, da bi zajemala vse vidike možne 
uporabe CRISPR-Cas9 (Caplan in sod., 2015). Do sedaj še ni bilo vzpostavljenega nobenega 
univerzalnega regulativnega okvirja za urejanje genoma, zato vsaka država po svoje ocenjuje 
do kolikšne mere bo dovolila urejanje genoma iz vidika raziskav, aplikacij in možnih 
produktov (Vogel, 2018). 
 
Za področje zarodne terapije obstajajo nacionalna in mednarodna načela, ki regulirajo 
raziskave embrijev in intervencije v človeškem razvoju in se nanašajo na raziskave in 
potencialne klinične prenose urejanja človeških zarodkov (Brokowski in Adli, 2018). 
Večinoma gre za prepoved aplikacij, ki bi sprožile nosečnost z embrijem ali reproduktivno 
celico, katerega genom smo modificirali s CRISPR-Cas9. Kljub prepovedi klinične uporabe 
se bodo izvajale raziskave na laboratorijskem nivoju (Ormond in sod., 2017). 
 
V letu 2017 so znanstveniki v Veliki Britaniji, na Švedskem in Kitajskem dobili dovoljenje za 
urejanje genoma v človeškem embriju, vendar le za raziskovalne namene. V novembru 2018 
so se pojavila poročila o prvih otrocih, katerih genom je bil spremenjen s CRISPR-Cas9 med 
fazo embrija (Personal genetics education project, 2019). Gre za dvojčici, ki sta se rodili na 
Kitajskem. To je sprožilo precej konzervativno debato o etičnem vidiku tega postopka, ki se 
je vrtela okrog vprašanja, ali je tehnologija CRISPR-Cas9 že napredovala do take stopnje, da 
jo lahko že uporabljamo na človeških zarodkih. 
 
Ameriško društvo za človeško genetiko (ASHG) je sestavilo izjavo, ki navaja: ''Trenutno je 
glede na stanje in število neodgovorjenih znanstvenih, etičnih in političnih vprašanj 
neprimerno izvajati gensko urejanje zarodne linije. Znanstveno bi morale klinične študije 
vzpostaviti varnost, zanesljivost in učinkovitost, preden bi izvajali urejanje zarodnega 
genoma, ki vodi v implantacijo in vzpostavitve nosečnosti.'' Poznamo dve kategoriji 
varnostnih dilem: posledice izven tarčnih mutacij in potencialni nezaželeni efekti izvedenih 
tarčnih sprememb (Ormond in sod., 2017). 
 
V številnih državah prihaja do vzpostavitve javnih dialogov o genskem modificiranju, kjer se 
obravnavajo etične, varnostne in regulativne dileme uporabe tehnologije CRISPR-Cas9. 
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Odprtost teh razprav se razlikuje glede na politično, kulturno in religiozno stanje v državi 
(Vogel, 2018). 
 
 
12 PRIHODNOST SISTEMA  
 
Znanstveniki podpirajo raziskave s tehnologijo CRISPR-Cas9 v celičnih linijah somatskih 
celic, hkrati pa se strinjajo, da tehnologija trenutno še ni dovolj razvita, za izvajanje 
sprememb v zarodnih celicah v klinične namene (Rodriguez, 2016). Nekatere ustanove, kot je 
Nacionalna akademija znanosti, inženiringa in medicine v ZDA, so sicer začele podpirati 
modificiranje človeških embrijev v namene zdravljenja resnih bolezni z uporabo tehnologije 
CRISPR-Cas9, če ni nobenih drugih medicinskih alternativ. Še vedno pa je potreben nadaljnji 
razvoj metode, da bomo dosegli varen in učinkovit kliničen pristop (Zhang in sod., 2018). Vsi 
nadaljnji eksperimenti v tej smeri so ustavljeni, dokler se ne bo doseglo etičnih zaključkov 
oziroma temeljev v javni debati (Rodriguez, 2016). 
 
Kljub omejitvam bo metoda CRISPR-Cas9 v prihodnosti zagotovo kmalu rutinsko 
uporabljena vsaj pri somatski terapiji za zdravljenje monogenskih, visoko penetrantnih 
bolezni, kot so huda kombinirana imunska nezadostnost (SCID), hemofilija in nekatere 
encimske pomanjkljivosti. Te so namreč dobro gensko definirane in pogosto nimajo drugih 
varnih in učinkovitih zdravljenj (Baumann, 2016). Klinična preizkušanja za uporabo genske 
terapije na somatskih celicah že potekajo. Poleg tega napovedujejo, da bodo CRISPR-Cas9 in 
ostali sistemi izboljšali imunoterapijo, razvoj organoidov, in vivo iskanje novih tarčnih mest 
za zdravila in genske modifikacije, ki bodo koristile farmakološkim študijam in razumevanju 
bolezni (Brokowski in Adli, 2018). CRISPR-Cas9 v rastlinah in glivah prav tako obljublja 
novosti v raziskavah v kmetijstvu (Doudna in Charpentier, 2014). 
 
V prihodnosti bomo za možno uporabo sistema CRISPR-Cas9 morali razviti metode za 
razširitev tarčnega delovanja z RNA vodenega proteina Cas9 in sprožitev natančnih NHEJ in 
HDR dogodkov. Postaviti bomo morali strategije za globalno ocenjevanje in določanje izven 
tarčnih efektov (Sander in Joung, 2014). Te metode bodo ključne, saj bodo določale, kako 
učinkovito bo samo urejanje genoma. Prav tako bo potrebno optimizirati metode za dostavo 
CRISPR-Cas9 sistema za specifične celične tipe ali organizme (Zhang in sod., 2018). 
Pomembna bo tudi vzpostavitev primernih regulativnih okvirjev, ki bodo natančno določali 
kaj je pri uporabi tehnologije CRISPR-Cas9 dovoljeno in kaj ne (Brokowski in Adli, 2018).  
 
Trenutno sama uporaba CRISPR-Cas9 sistema za urejanje človeške zarodne linije ne poteka 
zaradi varnostnih in socialno-ekonomskih izzivov. To naj vseeno ne bi preprečilo izvajanja 
osnovnih raziskav samega sistema, kot so eksperimenti na človeških embrijih, saj to prinaša 
potencial za izboljšano razumevanje človeškega razvoja in genetike ter za odkrivanje 
substanc, ki bi premagale kompleksne bolezni. Taki eksperimenti so že napovedani v Veliki 
Britaniji. Urejanje opičje zarodne linije ni prepovedano in znanstveniki predvidevajo, da bo 
zaradi tehnično olajšanega izvajanja CRISPR-Cas9 v višjih sesalcih postalo bolj razširjeno. S 
tem bi lahko izboljšali učinkovitost in natančnost CRISPR-Cas9 za uporabo na človeških 
celicah (Baumann, 2016). 
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Poleg tega se znanstveniki trudijo, da bi odkrili lokacijo in funkcijo nekodirajočih genskih 
elementov. Ti ne kodirajo proteinov, imajo pa pomembno regulatorno vlogo v ekspresiji. S 
CRISPR-Cas9 lahko izvajamo izbitje teh genov in preučujemo, kaj je njihova vloga 
(Synthego, 2018). 
 
Pred kratkim so znanstveniki odkrili nov CRISPR-Cas sistem (Cas13), ki namesto DNA cilja 
RNA (Brokowski in Adli, 2018). Le-ta omogoča izbitje RNA, urejanje RNA oziroma 
transkriptov in detekcijo nukleinskih kislin (Abudayyeh and Gottenberg, 2018). 
 
 
13 REALNI PRIMERI UPORABE 
 
Kitajski znanstvenik He Jiankui je med zdravljenjem neplodnosti izvedel eksperiment, pri 
katerem je spremenil embrie sedmih parov. Eden izmed njih je vodil v razvoj nosečnosti. Pri 
vseh parih je bil oče HIV pozitiven, mama pa HIV negativna. Njegov cilj je bil ustvariti 
redko, naravno genetsko varianto, ki virusu HIV oteži, da inficira tarčo – levkocite. Spremenil 
je izražanje proteina, ki ima vlogo receptorja na površini levkocitov, znanem kot CCR5, z 
uporabo CRISPR-Cas9. Rodili sta se dvojčici in izvedena sprememba se bo prenesla tudi na 
prihodnje generacije, če bosta dvojčici preživeli in imeli potomce. Ta sprememba naj bi 
naredila otroke bolj odporne na infekcijo s HIV. Njegova trditev o tem eksperimentu na 
Sekundarnem mednarodnem združenju o urejanju človeškega genoma v Hong Kong-u, ki naj 
bi bila znanstveno še objavljena, je sprožila obsežno razpravo o etičnosti tega eksperimenta. 
Veliko znanstvenikov je po izjavi trdilo, da gre glede na naše trenutno znanje za veliko 
prezgodnji eksperiment in da je etično preveč problematičen. Nekateri so se zanimali za same 
podrobnosti poskusa, preden bi podali mnenje (Normile, 2018). Do sedaj so že izvajali 
poskuse za preprečevanje infekcije z HIV na podoben način, kot je to izvedla skupina 
kitajskih znanstvenikov, vendar je vse potekalo na somatskih celicah, kar pomeni, da se to ne 
bo preneslo na prihodnje generacije (Gaj in sod., 2013). He pa je šel korak naprej in izvedel 
spremembo v zgodnji stopnji embrija, kar pomeni, da je vplivalo na jajčece in spermij 
(zarodna linija), s čimer je naredil spremembo dedno. Sam eksperiment je po mnenju 
znanstvenikov povsem po nepotrebnem zdrave otroke izpostavil tveganju genskega urejanja 
(Normile, 2018). S tem, ko je izbrisal receptor CCRZ, ki je ključen za človeški imunski 
sistem, naj bi tudi povečal dovzetnost za druge bolezni, kot sta okužba z virusom Zahodnega 
Nila ali gripe (Regan at al., 2018). 
 
V letu 2019 bo 18 posameznikov vključenih v prvo in vivo CRISPR človeško študijo. Gre za 
posameznike, ki trpijo za redko podedovano slepoto imenovano Lebrova kongenitalna 
amavroza. To je bolezen, pri kateri zaradi točkaste mutacije v genu CEP290 prihaja do tvorbe 
nefunkcionalnega proteina CEP290, ki igra pomembno vlogo v fotoreceptorjih v očesu. Pri tej 
in vivo terapiji bi prišlo do vbrizganja CRISPR-Cas9 sistema v retino očesa, kar naj bi vodilo 
v ozdravitev. Ker gre za somatsko terapijo, se spremembe ne bodo prenašale v naslednje 
generacije. Sama raziskava se bo razlikovala od prejšnjih, kjer je bil sistem CRISPR-Cas9 za 
namene terapije uporabljen ex-vivo v somatskih celicah (Offord, 2019). 
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14 ZAKLJUČEK 
 
CRISPR-Cas9 tehnologija bo imela velik prispevek v prihodnosti, predvsem v povezavi s 
človeškimi terapevtiki, v kmetijstvu, biogorivih in v znanstvenih raziskavah. Tehnologija ima 
sposobnost spreminjanja in regulacije genov v različnih organizmih, kar lahko izkoriščamo v 
namene zdravljenja bolezni (Rodriguez, 2016). Prednost metode CRISPR-Cas9 je, da je 
cenejša in bolj enostavna za uporabo, vendar to večinoma velja le v okviru raziskovanja. To je 
sicer eden izmed faktorjev, ki podpirajo gensko terapijo, vendar je treba upoštevati tudi 
mnoge druge medicinske, tehnične in ekonomske faktorje. Treba je izvesti še številne 
genomske raziskave in v sistem še veliko vložiti, da bo lahko koristil celotni družbi 
(Baumann, 2016).  
 
Trenutno uporaba CRIPSR-Cas9 sistema poteka večinoma na laboratorijskem, raziskovalnem 
nivoju, kjer ga uporabljamo za različne namene. Predvsem je pomembno, da ločujemo 
somatsko in zarodno terapijo. Ker je somatska terapija etično-pravno manj zahtevna, se 
klinična testiranja že izvajajo, dovoljenja za klinično uporabo pa se izdajajo za vsako zdravilo 
(postopek) posebej. Izvajanje v zarodnih celicah pa je zaradi nezadostnih podatkov in 
možnega prenosa v naslednje generacije dovoljeno le v raziskovalne namene. Pri uporabi v 
človeških celicah na somatskem nivoju potekajo klinične aplikacije, pri zarodni terapiji pa je 
njihova uporaba strogo prepovedana oziroma omejena, da ne pride do razvoja živega 
modificiranega organizma. 
 
Verjamem, da bodo znanstveniki rešili tehnične probleme pri izvajanju CRISPR-Cas9 
sistema, zato bo po mojem mnenju največji izziv, s katerim se bomo srečavali etične narave. 
Ali bodo ljudje pripravljeni sprejeti ta sistem v namene kliničnih aplikacij, kljub bojazni, da 
se bo CRISPR-Cas9 začel uporabljati v napačne namene, ali pa se bodo v prihodnosti začeli 
pojavljati nezaželeni stranski učinki CRISPR? Ključno je predvsem ustrezno oblikovanje 
metode CRISPR-Cas9, na tak način, da ima čim manjše izven tarčno delovanje ter da ne 
prihaja do mozaičnosti. 
 
Da bomo lahko začeli uspešno in učinkovito uporabljati sistem je potrebno še veliko dodatnih 
raziskav. Hkrati je potrebno vzpostaviti številne etične in regulatorne spremenljivke, 
predvsem z namenom, da se izognemo nemoralnim eksperimentom, katerih primer sem tudi 
omenila. Sam sistem bo moral biti tudi ustrezno predstavljen javnosti, ker ima negativno 
javno mnenje lahko zaviralni učinek na razvoj tehnologije.  
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